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[摘要 ] ”目的 “人骨 形成 蛋白 (Bone Morphogenetic Protein 9,BMP9) 对 人 膀 
Wt BIU-87 细胞 增殖 和 迁移 的 影响 。 方 法 ”使 用 过 表达 BMP9% 基因 的 腺 病毒 
(AdBMP9) 感染 BIU-87 细胞 ， 采 用 定量 PCR 检测 BMP9 mRNA 的 表达 ， 
Western-blot 检测 BMP9 蛋白 及 BMP9 下 游 相关 信号 通路 蛋白 的 表达 ; MTT 及 集 
落 形 成 试验 检测 BIU-87 细胞 增殖 能 力 ; 划 痕 愈合 试验 及 Transwell™ 小 室 迁 移 试 
验 检测 BIU-87 细胞 迁移 能 力 。 结 果 ”感染 AdBMPO 后 ，BIU-87 细胞 中 BMP9 
的 mRNA 水 平和 和 蛋白 水 平均 显著 增加 ; 过 表达 BMP9 后 ，BIU-87 细胞 的 体外 增 
殖 和 迁移 能 力 明 显 i ne i 可 明显 激活 AKT 信 号 通路 。 
结论 高 表达 BMPS 可 能 通过 激活 AKT 信号 通路 促进 人 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 增 

殖 和 迁移 。 
[关键 词 ] RDO: 骨 形 成 蛋白 9 (BMP9); BIU-87 细胞 ， 细 胞 增殖 ;细胞 迁移 
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The effects of bone morphogenetic protein 9(BMP9) on the 
proliferation and migration of human bladder cancer 


BIU-87 cells 


[Abstract] Objective To investigate the effects of bone morphogenetic protein 9 
(BMP9) on the proliferation and migration of human bladder cancer BIU-87 cells. 
Methods BIU-87 cells were infected with BMP9 recombinant adenovirus(AdBMP9); 
The mRNA levels of BMP9 were detected by Q-PCR; The BMP9 protein and its 
downstream associated signaling pathway protein levels were detected by 
Western-blot; The MTT and colony formation assay were used to test the proliferation 
of BIU-87 cells; The wound healing and Transwell™ chamber assay were taken to 


evaluate the migration of BIU-87 cells. Results The expression of 
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BMP9 in BIU-87 cells was highly increased after AABMPO infection; Forced 
expression of BMP9 promotes both the proliferation and migration of BIU-87 cells; 
Western-blot results showed that BMP9 overexpression also increased AKT 
phosphorylation. Conclusion High levels of BMP9 may promote the proliferation and 
migration of bladder cancer BIU-87 cells by activating the AKT signaling pathway. 
[Key words] Bladder cancer; BMP9; BIU-87 cells; Cell proliferation; Cell migration; 


膀胱 癌 是 男性 泌尿 生殖 系统 最 常见 的 恶性 肿瘤 "。 PERDU DURER RB PETS E 
逐年 上 升 趋势 ， 高 复发 、 高 转移 率 及 人 口 老 龄 化 可 能 是 其 高 死亡 率 的 重要 原因 
““。 因 此 ， 探 究 膀 胱 癌 发 生发 展 的 分 子 机 制 ， 对 膀胱 癌 的 治疗 及 预后 有 重要 作 
用 。 本 课题 组 在 对 Lee Bladder 数据 库 中 256 MEERA CHIE Hy RNR 68 
il, ERES ee AMR 126 il, Wee PERI BAH 62 AD 的 基因 序列 分 析 比 对 时 ， 
发 现 膀胱 癌 细 胞 中 骨 形 成 蛋白 9 (Bone Morphogenetic Protein 9,BMP9) 的 表达 水 
FH Sab fay Es He AA Ld (P=0.007)， 提 示 BMP9 可 能 参与 了 膀胱 癌 的 发 生 
发 展 过 程 。BMPs 属于 转化 生长 因子 B (transforming growth factor beta, TGF- P ) 
HAR, HUIUS], HARKS BU PIA RIA”. BMPS 又 称 生长 分 化 
因子 2 (Growth differentiation factor 2, GDF2) ,是 BMP 家 族 的 一 员 ， 参 与 骨 形 
成 、 胚 胎 发 育 、 肿 瘤 发 生 等 多 种 生物 学 功能 。 本 课题 组 前 期 研究 证 实 BMP9 可 
以 抑制 乳腺 癌 细 胞 的 增殖 与 迁移 “, Herrera B 等 证 实 BMP9 可 以 促进 肝 细 胞 癌 细 
胞 的 增殖 ”“。 同 样 作 为 BMP 家 族 的 成 员 ，BMP2 与 BMP7 被 证 实 可 以 促进 膀胱 
癌 细 胞 的 增殖 “， 而 BMP9 在 膀胱 癌 中 的 作用 鲜 有 报道 。 本 课题 使 用 腺 病毒 感染 
的 方法 , 在 较 低 恶 性 程度 的 膀胱 癌 BIU-87 细胞 中 过 表达 BMP9, 以 此 观察 BMP9 
对 膀胱 瘤 细胞 增殖 及 迁移 能 力 的 影响 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

人 膀胱 癌 细 胞 BIU-87 由 重庆 医科 大 学 检验 医学 院 保存 ， 腺 病毒 Ad-BMP9 和 Ad-GFP 
为 本 实验 室 保存 ， 引 物 由 金 斯 瑞生 物 科技 有 限 公 司 合成 '， DMEM 高 糖 培养 基 购 于 HyClone 
公司 ; 胎 牛 血清 购 自 赛 默 飞 世 尔 公司 ; MTT 试剂 购 于 TaKaRa 公司 ; TranswellIM 小 室 购 于 
MERCK Millipore 生物 公司 ; TRIzol 购 于 Invitrogen 公司 ; 逆转 录 及 PCR 相关 试剂 购 于 
TaKaRa 公司 ; Western blot 及 和 蛋白质 提 取 相 关 试 剂 均 购 自 上 海 莫 云天 生物 技术 公司 ; 鼠 抗 人 
B-actin 单 抗 购 自 Santa Cruz 公司 ; 免 抗 人 BMP9 多 克隆 抗体 购 自 Abcam 公司 ; 免 抗 人 B-catenin 
单 抗 购 自 CST 公司 ; HRP 标记 山羊 抗 免 《 鼠 ) IgG 购 自 中 杉 金桥 公司 。 
12 方法 
1.2.1 细胞 培养 ”膀胱 癌 BIU-87 细胞 用 DMEM 高 糖 培养 基 〈 含 100mL/L FBS、1000IU/mL 


HBA. 100mg/mL HBA) 在 37'C. SOmL/L 二 氧化 碳 的 旷 箱 中 静 置 培养 。 每 Od 用 胰 栈 
消化 传代 。 
1.2.2 重组 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 构建 ” 待 细 胞 融合 度 达 70%~80% 时 ， 分 别 使 用 相同 滴 度 
的 腺 病毒 Ad-BMP9 和 Ad-GFP 转 染 BIU-87 细胞 .6~8 小 时 后 , 换 成 不 含 血清 和 双 抗 的 DMEM 
培养 基 。 换 液 24h 后 ,使 用 痰 光 显 微 镜 检 测 细胞 绿色 荧光 蛋白 的 表达 情况 。 换 液 36~48h 后 ， 
EHH TRIzol 法 提取 RNA 做 逆转 录 及 PCR 分 析 ;48~72h 后 ,收集 细胞 并 提取 总 蛋白 做 Western 
blot 分 析 。 
1.2.2 ”实时 定量 PCR 检测 BMP9 WIA Trizol 法 分 别提 取 各 组 细胞 RNA, W 0.15ng 逆转 
录 成 cDNA， 进 行 Q-PCR 分 析 。B-actin 正 向 引物 为 5-GATGACCCAGATCATGTTTGAG-3', 
反 向 引物 为 5-AGGGCATACCCCTCGTAGAT-3'; BMP9 的 正 向 引物 为 5-CTGCCCTTCTTTG- 
TTGTCTT-3'， 反 向 引物 为 5-CCTTACACTCGTAGGCTTCATA-3'。 以 B-actin 作为 内 参 对 照 。 
1.2.3 Western blot 检测 BMP9 和 蛋白 过 表达 ”收集 各 组 细胞 后 ， 使 用 蛋白 裂解 液 4C 裂 解 
30min, 4°CRIR AL 15min， 提 取 细 胞 总 蛋白 并 定量 。 取 50hg 已 加 入 上 样 缓冲 液 及 煮沸 变 
性 的 和 蛋白， 在 120V 电泳 分 离 ，210mA A PVDF 膜 ， 转 膜 后 用 50 g/L 的 脱脂 奶粉 
3T'C B] 60min; 加 免 抗 人 BMP9 mAb (1: 5000)， 小 鼠 抗 人 B-actin mAb( 1 : 1000)，4'C 过 
e 夜 ; 洗 膜 10 min x 3 次 ， 分 别 加 入 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 免 IgG 或 辣 根 过 氧化 物 酶 
c 标记 的 山羊 抗 鼠 IgG( 1 : 5000), 37°C 孵育 1h; 使 用 1xTBST 洗 膜 10 min x 3 次 ，ECL & 
影 ， 最 后 用 Quantity One4.6.2 软件 ， 以 B-actin 为 内 参 对 照 对 各 组 条 带 进 行 分 析 。 
= 1.2.4 MTT 法 检测 BIU-87 细胞 增殖 情况 ” 取 对 数 生长 期 BIU-87 细胞 ， 调 整 细胞 密度 为 
`u 3x10“ 个 /mL 接种 于 96 孔 板 中 ,每 组 设 5 个 平行 孔 。 使 用 AdBMP9 和 AdGFP 分 别 转 染 BIU-87 
= 细胞 6-8h 后 , 换 含 10 mL 小 牛 血清 的 DMEM 培养 基 继 续 培养 ; 分 别 于 培养 0h、24h、 48h、 
e 72h 时 ， 每 孔 加 入 10L 5 mg /mL MTT 溶液 37°C. 50 mL/L CO2 继续 培养 4h; 吸 尽 孔 中 
= 培养 基 ， 加 入 DMSO150hL / 孔 ， 摇 床 混 匀 10 min， 检 测 492nm 波长 的 吸光 度 ( A) 值 。 
T 1.2.5 集落 生成 实验 ”使 用 重组 腺 病毒 AdBMPO 和 AdGFP 分 别 转 染 BIU-87 细胞 6-8h 后 ， 
换 成 不 含 血 清和 抗生素 的 DMEM 培养 基 。 继续 培养 24h 后 , 胰 酶 消化 并 收集 细胞 。 按 1x103/ 
孔 的 密度 接种 于 6 孔 板 。 培 养 8 天 后 ， 使 用 多 聚 甲醛 固定 细胞 并 用 结晶 紫 染 液 使 细胞 着 色 ， 
观察 集落 生成 情况 。 
1.2.6” 划 痕 愈 合 试验 F Sx104 个 / 孔 的 密度 将 BIU-87 细胞 接种 于 6 孔 板 ， 待 细胞 融合 度 达 
80% 时 ， 分 别 加 入 腺 病毒 AdBMP9 和 AdGFP 转 染 BIU-87 细胞 ，6-8 h 后 换 液 。24h 后 吸 尽 
培养 基 ， 使 用 小 枪 头 十 字 交 叉 划 痕 ，PBS 洗涤 2 次 ， 加 入 不 含 血清 和 抗生素 的 DMEM 培养 
基 继 续 培 养 ， 分 别 于 培养 0 和 12h 时 ， 拍 照 观 察 同 一 位 置 划 痕 愈合 情况 ， 并 计算 平均 划 痕 愈 
合 率 。 
1.2.7 TranswellIM 小 室 试验 ”用 重组 腺 病毒 AdBMP9 和 AdGFP 分 别 转 染 BIU-87 细胞 6-8h 
后 ， 换 成 不 含 血 清和 抗生素 的 DMEM 培养 基 。 继 续 培养 24h 后 ， 胰 酶 消化 并 收集 细胞 ， 使 
用 无 血清 无 抗生素 的 DMEM 培养 基 制 成 细胞 密度 为 为 1X105 个 /mL 的 单 细 胞 巧 液 。 小 室 上 
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室 加 200hL 细胞 悬 液 , 下 室 加 600uL 含 100 mL /L 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 。 培养 24h 后 ， 
取出 小 室 , 用 棉签 擦 去 小 室 上 层 未 穿 膜 的 细胞 。 使 用 多 聚 甲醛 固定 细胞 并 用 结晶 紫 染 液 使 细 
胞 着 色 ， 显 微 镜 下 观察 并 计数 穿 膜 细胞 数 。 

1.2.8 每 组 实验 均 重 复 至 少 3 X. XH GraphPad Prism 5 统计 软件 进行 统计 学 分 析 ， 组 间 
比较 采用 student-t iti, P<0.05 表示 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 BMP9 在 正常 膀胱 务 膜 与 膀胱 癌 中 的 表达 差异 

对 Oncomine 肿瘤 相关 基因 数据 库 Cwww.oncomine.org) 中 的 膀胱 癌 子 数据 
JÆ Lee Bladder 中 256 例 膀胱 秋 膜 标本 〈 其 中 正常 务 膜 68 Pl, RRE CER RR 
126 Bl, SOMERS 62 例 ) 做 基因 比 对 分 析 发 现 ，BMP9% 基因 在 膀胱 癌 
细胞 中 的 表达 水 平 (包括 浸润 型 膀胱 癌 细胞 和 基底 型 膀胱 癌 细胞 ) 高 于 正常 膀胱 
细胞 (P=0.007， 图 1)， 提 示 BMP9 可 能 参与 膀胱 癌 的 发 生发 展 过 程 。 
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BMP9 基因 在 256 (IB; IDEA A ASP Sek eS 1: 正常 膀胱 务 膜 2: 表 浅 型 膀胱 癌 3: x 
润 型 膀胱 癌 。aP<0.05 (group 1 vs. group 2 or 3). 
图 1 BMP9 在 正常 膀胱 黏膜 与 膀胱 癌 中 的 差异 表达 


2.2 BIU-87 细胞 成 功 过 表达 BMP9 
RT-PCR 结果 显示 ， 与 空白 组 和 AdGFP 组 相 比 ， 过 表达 BMPS 组 膀胱 癌 细 
胞 BIU-87 细胞 的 BMP9 的 mRNA 水 平 明显 升 高 (P<0.05， 图 2A)。Western blot 
结果 显示 ,过 表达 BMP9 组 BMP9 得 白 表 达 水 平 也 明显 高 于 空白 组 和 AdGFP 组 
(P«0.05, 图 2B), 说 明 AdBMP9 过 表达 系统 在 膀胱 癌 BIU-87 细胞 中 成 功 构建 。 
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A: RT-PCR 检测 BIU-87 细胞 中 BMP9 mRNA 的 表达 ; B: Western blot 法 检测 BMP9 蛋白 
的 表达 。Blank: 空白 对 照 组 ， AdGFP: 绿色 荧光 素 对 照 组 ，AdBMP9: 过 表达 BMP9 组 。 
*P«0.05 (AdBMP9 vs. Blank or AdGFP). 

图 2 重组 BIU-87 细胞 的 构建 


2.3 过 表达 BMP9 促进 膀胱 况 BIU-87 细胞 增殖 
集落 形成 实验 显示 ， 与 空白 组 和 AdGFP 组 相 比 ， 过 表达 BMPS 组 膀胱 癌 
BIU-87 细胞 集落 形成 能 力 明 显 增 加 (P<0.05, 图 3A), 且 过 表达 BMP9 组 BIU-87 
细胞 形成 的 单个 集落 大 小 也 大 于 对 照 组 和 空白 组 。MTT 试验 结果 显示 ， 从 第 48 
小 时 开始 ， 过 表达 BMP9 ff] BIU-87 细胞 吸光 度 值 明 显 高 于 对 照 组 和 空白 组 
(P<0.05， 图 3B)， 提 示 BMP9 可 以 促进 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 增殖 。 
2.4 过 表达 BMPS (fe HEB tke BIU-87 细胞 的 迁移 
划 痕 愈合 实验 显示 ， 过 表达 BMP9 的 BIU-87 细胞 12 小 时 划 痕 愈合 率 较 空 
白 组 和 AdGFP 对 照 组 有 较 大 提高 (P<0.05， 图 4A)。Transwell 小 室 实验 显示 ， 
与 空白 组 和 AdGFP 组 相 比 ， 过 表达 BMP9 组 BIU-87 细胞 穿 膜 细胞 数 明 显 较 
(P«0.05, Kd 4B)， 提 示 BMP9 可 以 促进 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 横 同 和 纵 问 迁移 
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A: 集落 形成 试验 检测 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 增殖 。B: MTT 法 检测 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 增 

JH. Blank: 空白 对 照 组 , AdGFP: 绿色 菊 光 素 对 照 组 , AdBMP9: 过 表达 BMP9 组 。aP<0.05 
CAdBMP? vs. Blank or AdGFP ) 。 

3 BMP9 促进 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 增殖 
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Blank AdGFP AdBMP9 

A: 划 痕 愈合 试验 检测 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 横向 迁移 能 力 ; B: Transwell 迁移 试验 检测 膀 
胱 癌 BIU-87 细胞 的 纵向 迁移 能 力 。Blank: 空白 对 照 组 ， AdGFP: 绿色 荧光 素 对 照 组 ; 
AdBMP9: 过 表达 BMP9 组 。aP<0.05 (AdBMP9 vs. Blank or AdGFP)。 

4 BMP9 促进 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 迁移 


2.5 BMP9 活化 AKT 信号 通路 

有 文献 报道 AKT 信号 通路 的 激活 是 膀胱 癌 发 生发 展 的 重要 因素 ， 于 是 本 研 
AH Western-blot 检测 AKT 蛋白 的 表达 和 激活 。 如 图 5 所 示 , 与 空白 组 和 AdGFP 
组 相 比 ， 过 表达 BMP9 后 ， 膀 胱 癌 BIU-87 细胞 的 总 AKT 和 蛋白 表达 量 没有 明显 
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变化 ， 但 磷酸 化 AKT 蛋白 的 水 平 显著 提高 (P«0.05, Él 5)， 提 示 BMP9 可 能 通 
过 激活 AKT 信号 通路 促进 膀胱 癌 BIU-87 细胞 的 增殖 和 迁移 。 


p-AKT -— 


B -actin = e — 


p-AKT 相 对 表达 量 


0 E = 
Blank AdGFP AdBMP9 Blank AdGFP AdBMP9 
Western-blot 检测 AKT 蛋白 的 表达 和 激活 。Blank: 空白 对 照 组 ， AdGFP: 绿色 荧光 素 对 照 
> 2H; AdBMP9: 过 表达 BMP9 组 。aP<0.05 ( AABMPO vs. Blank or AdGFP). 
=r 图 5 BMP9 激活 BIU-87 细胞 的 AKT 信号 通路 


3 B5 
作为 泌尿 系统 最 常见 的 恶性 肿瘤 ， 膀 胱 癌 的 治疗 手段 以 手术 切除 原 发 病灶 
DROME IT AE. 但 由 于 膀胱 癌 发 病 隐匿 ， 新 发 现 的 膀胱 癌 往 往 已 经 伴 有 肌 层 
N 浸润 甚至 远 处 转移 &10。 有 研究 资料 显示 ，2014 年 ， 美 国 74690 例 新 发 膀胱 癌 患 
> 者 中 有 15580 例 患者 因 膀胱 癌 死 亡 m。 高 远 处 转移 率 及 复发 率 是 造成 膀胱 癌 高 至 
死 率 的 主要 原因 ?3 ，50% 的 肌 层 浸润 性 膀胱 癌 患 者 在 确诊 后 3 年 内 发 生 转 移 和 
c 死亡 4。 因 此 ， 对 膀胱 癌 的 生长 及 转移 机 制 的 研究 尤为 重要 。 
c 本 课题 通过 对 数据 库 中 膀胱 癌 细 胞 与 正常 膀胱 黏膜 细胞 做 基因 序列 比 对 ， 
P 发 现 BMPS 在 膀胱 癌 细 胞 中 有 高 表达 (P=0.007), 提示 BMPO 可 能 参与 了 膀胱 癌 
细胞 的 生长 转移 等 生物 学 活动 。 由 于 数据 库 结 果 显 示 BMP9 在 膀胱 癌 细 胞 中 的 
表达 水 平 并 无 明显 差异 ， 为 研究 BMP9 在 膀胱 癌 细 胞 中 可 能 存在 的 促进 作用 ， 
我 们 使 用 重组 腺 病毒 AdBMPO 转 染 分 化 程度 较 高 的 膀胱 癌 BIU-87 细胞 ， 研 究 
BMP9 对 BIU-87 细胞 生物 学 活动 的 有 影响。 首先 使 用 实时 RT-PCR 和 Western blot 
分 别 检测 过 表达 BMPS 后 膀胱 癌 细 胞 中 BMP9 基因 与 蛋白 水 平 的 变化 ， 结 果 显 
示 ， 过 达 BMP9 组 与 对 照 组 相 比 ，BMP9 的 mRNA 与 蛋白 水 平 都 有 明显 上 升 ， 
WEK BMP9 在 膀胱 况 BIU-87 细胞 中 成 功 过 表达 ; MTT 试验 与 集落 形成 试验 结果 
显示 ， 过 表达 BMP9 后 ，BIU-87 细胞 的 增殖 能 力 明显 上 升 ， 划 痕 愈合 试验 与 
Transwell 试验 表明 ,过 表达 BMP9 可 以 促进 BIU-87 细胞 的 横向 和 纵向 迁移 能 
己 有 文献 报道 ，AKT 信号 通路 在 促进 膀胱 癌 细 胞 的 增殖 和 迁移 中 发 挥 重 要 
作用 05-17， 而 在 膀胱 癌 BIU-87 细胞 中 过 表达 BMP9 fa, AKT 的 磷酸 化 明显 高 


对 照 组 ， 提 示 BMP9 可 能 通过 活化 AKT 信和 号 通路 促进 膀胱 癌 细 胞 的 增殖 迁移 。 
在 后 续 研 究 中 ， 我 们 将 进一步 探讨 BMP9% 促进 膀胱 癌 细 胞 增殖 迁移 的 机 制 。 近 
年 来 发 现 某 些 非 编 码 RNA 在 肿瘤 细胞 的 发 生发 展 过 程 中 起 到 关键 作用 ， 一 些 
miRNAs( 如 miRNA-10005-1?1, miRNA-214P020 等 ) 和 LncRNAs( 如 Lnc-n336928U21, 
ANRILPI，UCAIPE4 等 ) 被 证 实 可 以 调节 膀胱 瘤 细 胞 增殖 与 侵袭 的 过 程 ， 并 且 活 
化 的 AKT 信号 通路 对 膀 脱 瘤 细 胞 增殖 侵袭 的 促进 作用 ， 往 往 都 需要 miRNAs 与 
LncRNAs 的 参与 外 ?4， 所 以 在 后 续 实验 中 ， 我 们 将 重点 研究 BMP9 与 上 述 非 编 
码 RNA 之 间 的 关系 ， 以 进一步 地 研究 BMP9 促进 膀胱 癌 细 胞 增殖 迁移 的 机 秆 

BMP9 对 膀胱 癌 促 进 作 用 的 发 现 ， 可 以 为 临床 上 膀胱 冶 的 治疗 和 诊断 提供 
新 的 思路 。 理 论 上 ， 膀 胱 瘤 病人 血清 中 高 浓度 的 BMP9 可 能 预示 着 该 病人 的 膀 
胱 冶 细 胞 有 着 更 高 的 增殖 转移 能 力 ， 而 病灶 局 部 使 用 抗 BMP9 的 药物 可 能 对 膀 
胱 癌 细 胞 有 换 制 作用 ， 以 上 猜想 将 在 后 续 试 验 中 进行 验证 

综 上 ,本 课题 通过 在 膀胱 癌 BIU-87 细胞 中 过 表达 BMP9, WEK BMP9 可 以 
促进 BIU-87 细胞 的 增殖 与 迁移 , 且 该 促进 作用 可 能 是 通过 活化 AKT 信号 通路 实 
现 的 。 


ds 
o 
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